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研究方法   
 当院呼吸器外科で外科的切除されたヒト正常肺の末梢組織より分離・培養した細胞を
Human Lung cells; HuL 細胞、気管支組織より分離・培養した細胞を Human Bronchial 
cells; HuB 細胞と命名した。HuL 細胞はΔNp63 (p63 の isoform であり気管支・細気管
支のみならず食道粘膜や前立腺の基底細胞にも高発現している)及び肺胞上皮マーカー
TTF-1 を同時に発現していることを見出した。生理的に∆Np63 と TTF-1 の発現は相互排
他的と考えられている。にもかかわらず HuL 細胞が∆Np63 と TTF-1 の両者を発現してい
ることは、HuL 細胞が末梢気道（細気管支）にも肺胞上皮にも分化しうる細胞であること









CD90-であり、未熟な上皮細胞の発現パターンを示した。一方 HuB 細胞はΔNp63, KRT5, 
KRT7 は明瞭に陽性であったが TTF-1 は陰性であった。 
 




HuL 細胞の分化を促し。3D 環境下の HuL 細胞は播種数時間以内に凝集し、スフェロイ
ドを形成した。培養を継続すると徐々に増大しつつ内部に空洞が形成され嚢胞となった。
添加する少分子化合物を調整した Condition B では、HuL 細胞は嚢胞壁は多層性の壁構造
を呈し、apical 面には多数の線毛が観察された。∆Np63 は 2 次元培養上ではほぼ全ての
細胞が陽性だったのに対し、3 次元培養では apical 面の上皮で陰性となった。TTF-1 は
basal 面で一部陰性化を認め、SP-A の発現は見られなかった。以上より Condition B は細
気管支粘膜上皮への分化を促すと考えられる。一方 Condition A の場合、嚢胞壁は菲薄化
し、ほぼ単層性となる嚢胞が確認された。嚢胞壁を構成する一部の細胞では、多くのスフ
ェロイドで SP-A の発現が細胞質に認められ、SP-A は apical 面全体を覆っていた。∆Np63
は部分的に陰性化した一方、TTF-1 は概ね陽性であった。以上より Condition A は肺胞上
皮への分化を促進すると考えられる。以上の結論が mRNAレベルの発現解析でも矛盾しな
いことも確認した。 
一方 HuB 細胞を用いて同様の 3D 培養を行ったところ、Condition B はもちろんのこ
と Condition A でも線毛を有する気管支ないし細気管支様の構造を呈した。 
以上より、HuL 細胞は培養条件により繊毛細胞を伴う細気管支様構造となるだけでなく、 
SP-A を産生・分泌する肺胞上皮へ分化しうることが明瞭となった。一方 HuB 細胞は気管
支様構造を呈し、肺胞上皮に分化することはなかった。以上の結果は、HuL 細胞が細気管
支粘膜上皮及び肺胞上皮への多分化能を有する。ヒトにおける末梢気道幹細胞に相当する
細胞であることを強く示唆している。一方 HuB 細胞は気管支粘膜由来であるため TTF-1
の発現量も低く、肺胞上皮への分化は示さないと想定される。 
 
③  マウスに移植された HuL 細胞は気管支粘膜様の形態を示す 
次いでHuL細胞が 3次元培養系のみならず in vivoでも細気管支粘膜上皮や肺胞上皮に
分化しうるか否かを検証した。細気管支粘膜上皮や肺胞上皮をブレオマイシンで脱落させ
た NSG mouse に 2 次元で増殖させた HuL5 細胞(5.0×106)を経気道的に投与した。HuL5




ていた。ただし一部の細胞は SP-A を発現しており、2 型肺胞上皮への分化を示す細胞が
混在していると考えられた。 
 
④ HuL 細胞と同様に∆Np63 および TTF-1 を発現する末梢気道上皮がヒト肺組織に存在
している 




った。一方、呼吸細気管支を含む末梢気道領域では∆Np63 及び TTF-1 を共発現する上皮
細胞が存在していた。また KRT5 陽性かつ KRT7 陽性の細胞も末梢気道に確認できた。以




本研究では、ヒト末梢肺組織由来の HuL 細胞が気道基底細胞マーカー∆Np63 と肺胞上
皮マーカーTTF-1 を発現するのみならず、3 次元培養系で細気管支粘膜上皮にも肺胞上皮
にも分化可能であることを示した。一方気管支粘膜由来の HuB 細胞は肺胞上皮への分化
を促す condition A で培養しても依然として気管支粘膜様であり、明らかな肺胞上皮に分
化することはなかった。∆Np63 と TTF-1 の発現は正常肺組織においても肺癌組織におい
ても相互排他的であることが知られていることから HuL 細胞の発現パターンは一見奇妙
であるが、そのような特異的マーカー発現を示す上皮細胞がヒト肺組織内の末梢気道（呼
吸細気管支など）に存在していることも併せて示した。末梢肺組織には 2 型肺胞上皮, Club 





本研究における limitations について述べる。HuL 細胞は 3 次元培養系では細気管支粘
膜上皮や肺胞上皮に分化したが、NSG マウスに移植した HuL 細胞は肺に生着したものの
基本的には気管支粘膜へ分化してしまった。SP-A 陽性細胞が散見されたもののヒトの肺
に移植された HuL 細胞が末梢肺上皮を再生させうる保証は現在、ない。Kumar, Zuo らは
インフルエンザウイルスに感染させたマウス肺における局所の Distal airway stem cells 
(DASC)の増殖・分化を示している。これは感染による細気管支粘膜上皮や肺胞上皮の脱
落及びそれに続いて分泌される様々なサイトカインによって DASC の適切な分化が誘導




ては幹細胞性（多分化能）を失うことなく一年間など長期に渡り in vitro で培養可能な方
法が確立されているが、我々はそのような optimal な培養法を確立できていない。TGF-
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いる。2 次元・3 次元培養系やマウス肺への移植実験を通じて HuL 細胞こそが線毛上皮、
杯細胞、肺胞上皮等へ分化しうる末梢肺上皮幹細胞であるかどうか検証した。 
今回の我々の研究では、末梢肺組織由来で∆Np63+かつ TTF-1+の HuL 細胞が細気管支上
皮にも肺胞上皮にも分化しうることを明確に示した。同様の表現型を示す細胞がヒト肺組
織内の末梢気道に存在することも示した。HuL 細胞は末梢肺組織の上皮細胞を再生しうる
上皮幹細胞であり、将来的に再生治療に使用しうる細胞と期待される。 
 
 以上の質疑の後、審査員全員より、申請者の論文が博士論文として価値があり、博士の
学位を得るにふさわしい資格を有していると判断された。 
 
